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丙 泊 酚 及 手术 创伤 对 发 育 期 大 鼠 促 经 发 育 和 认 知 功能 的 影响 
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摘要 :目的 探讨 丙 泊 酚 及 手术 创伤 对 发 育 期 大 鼠 神经 发 育 和 认 知 功能 的 影响 及 相关 机 制 。 方 法 104 只 13 日 龄 SD 大 鼠 随 
机 分 为 4 组 :对 照 组 . 丙 泊 酚 组 手术 组 、 丙 泊 酚 + 手术 组 。 对 照 组 腹腔 注射 7.5 mL/kg 生 理 盐 水 后 行 假手 术 , 丙 泊 酚 组 腹腔 注射 
75 mg/kg 丙 泊 酚 ,手术 组 行 局 床下 剖腹 探查 术 , 丙 泊 酚 + 手术 组 腹腔 注射 丙 泊 酚 75 mg/kg+ 局 麻 剖 腹 探 查 术 。 术 后 各 组 随机 分 为 
两 个 亚 组 。 其 中 一 个 亚 组 术 后 1 d 检 测 幼 鼠 海 马 TNF-a 的 浓度 , 脑 组 织 caspase-3、c-fos 的 表达 。 男 一 亚 组 饲养 至 60 d 时 行 
Morris 水 迷 富 实验 评估 大 鼠 认 知 功能 后 检测 大 鼠 海 马 TNF-o 的 浓度 以 及 脑 组 织 caspase-3 c-fos 的 表达 。 结 果 在 13 日 龄 幼 鼠 
中 ,手术 组 TNF-o 浓 度 .caspase-3 .c-fos 的 表达 较 其 他 3 组 相 比 差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 对 照 组 丙 泊 酚 组 . 丙 泊 酚 + 手 术 
组 3 组 之 间 TNF-o 浓 度 ,caspase-3 .c-fos 的 表达 差异 无 统计 学 意义 (P>0.05)。 在 60 日 龄 大 鼠 中 ,Morris 水 迷宫 实验 .TNF-o 浓 度 、 
caspase-3 .c-fos 的 表达 ,各 组 间 差 异 无 统计 学 意义 (P>0.05)。 结 论 局 麻 下 手术 创伤 可 导致 幼年 大 鼠 海马 炎症 反应 加 重 ,细胞 凋 
亡 增 加 ,但 该 损伤 不 会 持续 至 大 鼠 成 年 。 而 单 次 丙 泊 酚 全 麻 对 幼年 大 鼠 大 脑 神经 元 发 育 无 明显 影响 , 且 丙 泊 酚 可 缓解 手术 创伤 
所 造成 的 幼 鼠 中 枢 炎 症 反应 。 
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Abstract: Objective To investigate the effect of propofol and operative trauma on the neurodevelopment and cognitive 
function of the developing brain and its mechanism. Methods A total of 104 postnatal day 13 Sprague-Dawley rats were 
randomly divided into 4 groups: control group (treated by 7.5 mL/kg saline and sham surgery), propofol group (treated by 75 
mg/kg propofol) surgery group (with abdominal surgery under local anesthesia) and propofol + surgery group (with 
abdominal surgery under local anesthesia plus 75 mg/kg propofol anesthesia). Thirteen rats from each group were randomly 
selected for detecting the content of TNF-a in the hippocampus and the expression levels of caspase-3 and c-fos in the brain. 
Morris Water Maze test was used to detect the cognitive ability of the other rats at 60 days old, after which TNF-a content in 
the hippocampus and caspase-3 and c-fos expressions in the brain were detected. Results In 13 day-old rats, TNF-a level and 
caspase-3 and c-fos expressions differed significantly between the surgery group and the other 3 groups (P«0.05) and were 
similar among the control group, propofol group and propofol*surgery group (P20.05). In 60-day-old rats, Morris water maze 
test results, TNF-a level or expressions of caspase-3 and c-fos showed no significant differences among the 4 groups. 
Conclusion Abdominal surgery can induce inflammation in the hippocampus and neuroapoptosis in neonatal rats rather than 
adult rats. Single-dose propofol anesthesia does not significantly affect neurodevelopment of young rats, and can relieve 


central inflammatory reaction induced by surgical trauma. 
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随 着 医学 进步 , 越 来 越 多 新 生 儿 及 婴 幼 儿 在 全 身 麻 
醇 或 监测 麻醉 下 接受 手术 .有 创 或 影像 学 检查 ,麻醉 明 


显 提高 了 新 生 儿 、 婴 幼儿 的 配合 度 及 和 舒适 度 。 于 此 同 
时 ,麻醉 药 对 于 发 育 期 大 脑 的 影响 也 受到 越 来 越 多 的 关 
注 。 人 研究 显示 ,上 患 儿 在 3 岁 前 多 次 接受 全 身 麻 醇 与 学 
习 能 力 障 碍 和 注意 力 缺陷 /多 动 症 的 发 生 率 增加 存在 相 
关 性 ,但 目前 临床 研究 尚未 得 到 确切 结论 1。 

丙 泊 酚 作 为 临床 上 最 常 使 用 的 短 效 静脉 麻醉 药 ， 
1989 年 美国 FDA 通 过 并 推荐 临床 使 用 ,1999 年 荷兰 和 
瑞士 批准 丙 泊 酚 应 用 于 婴 幼 儿 麻 醇 。 但 丙 泊 酚 对 于 发 
育 期 大 脑 的 影响 目前 尚 无 确切 结论 FRAMS | 
起 高 水 平 凤 上 腺 皮质 激素 及 氧化 应 激 而 诱导 c-fos 表达 
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的 增加 ”。 因 此 ,我 们 通过 设计 “局 麻 剖 腹 探 查 手 术 ” 和 
“ 丙 泊 酚 麻 醉 ” 双 因素 人 研究 ,观察 手术 创伤 及 丙 泊 酚 麻 醉 
对 幼 鼠 近期 . 远 期 神经 发 育 .行为 学 的 影响 及 就 相关 机 
制 进行 探讨 ,为 临床 上 新 生 儿 及 婴 幼 儿 和 手术 时 机 及 麻醉 
药物 的 合理 选择 提供 参考 ,同时 为 优化 麻醉 管理 可 能 在 
婴 幼 儿 轩 术 期 神经 功能 中 的 保护 作用 提供 理论 依据 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 动物 

SDAR., 10 HL fit MEME E ,体质 量 18~25 g, 由 北 
京 维 通 利 华 公司 提供 (动物 合格 证 号 :SCXK( 京 )2016- 
0011) , 且 已 通过 解放 军 总 医院 伦理 委员 会 审查 。 适 应 
环境 3 d, 室 温 20~25 C, MERE 60%~70% ,空气 新 鲜 , 通 
气 良 好 ,与 母 鼠 共同 饲养 。 
1.2 主要 药品 .试剂 与 实验 仪器 

丙 泊 酚 注 射 液 (10 mg/mL, AstraZeneca, 批号 : 
MV039) ; 盐酸 罗 哌 卡 因 注射 液 (75 mg/mL, Astra 
Zeneca, H20140763); 大 鼠 TNF-a ELISA 检测 试剂 盒 
(abcam, 产品 编号 :ab100785) ; 雷 雪 MK3 酶 标 仪 
(Thermo, USA) ; 3- 18K 高 速 低温 离心 机 (Startorius， 
Germany); 全 自动 组 织 勾 浆 仪 (Roche, USA). 
1.3 实验 模型 建立 及 分 组 

实验 模型 (1) 局 麻 腹 部 手术 :将 幼 鼠 用 胶带 固定 于 
加 热 我 (37 9C) ,腹部 备 皮 消毒 . 铺 单 ,0.1 mL 0.59927 Uf 
卡 因 逐 层 麻 醉 , 行 约 2.5 cm 腹部 正中 切口 ,暴露 腹腔 ,无 
菌 钳 依次 探查 肝 .脾胃 小肠、 结肠 等 内 脏 后 ,丝线 逐 层 
缝合 肌肉 和 皮肤 ,手术 历时 1 ho(2) 假 手术 : 幼 鼠 固定 、 
备 皮 ,消毒 ,不 手术 .(3) 丙 泊 酚 麻醉 :腹腔 注射 两 泊 酚 注 
射 液 75 mg/kg. 

实验 分 组 :104 只 13 日 龄 (P13)SD 幼 鼠 , 按 体质 量 
编号 ,CHISS 软件 随机 分 为 4 组 ,每 组 26 只 , 即 对 照 组 
(con 组 )、 丙 泊 酚 组 (ppf 组 )、 手 术 组 (sur 组 )、 丙 泊 酚 + 手 
术 组 (ppftsur 组 )。con 组 腹腔 注射 7.5 mL/kg 生 理 盐 水 
后 行 假手 术 。ppftsur 组 于 丙 泊 酚 麻 醉 翻 正 反射 消失 后 
行 局 麻 手 术 。 模 型 建立 后 每 组 随机 分 成 两 个 亚 组 ,一 组 
于 术 后 1 d 行 海马 TNF-Q、 脑 组 织 caspase-3 .c-fos 检测， 
另 一 组 分 笼 饲 养 至 60 日 龄 (P60) 时 行 Morris 水 迷宫 海 
1; TNF-a 脑 组 织 caspase-3 .c-fos 检测 。 
1.4 ELISA 法 检测 海马 组 织 中 TNF-o 的 含量 

每 组 随机 选取 8 只 于 模型 建立 后 1 d 取 海马 组 织 行 
ELISA 检 测 。 幼 鼠 断 头 处 死 , 冰 上 取 脑 ,分 离 海马 , 液 氮 
保存 。 称 取 40 mg 标本 ,加 入 RIPA 裂 解 液 .蛋白 酶 抑制 
剂 .磷酸 酶 抑制 剂 PMSF ,震荡 匀 浆 .裂解 ,离心 , 取 上 清 
液 行 ELISA 法 检测 。 另 一 亚 组 于 60 d 行 为 学 检测 后 每 
组 选取 8 只 取 海 马 组 织 行 TNF-o 检 测 。 
1.5 免疫 组 化 法 检测 脑 组 织 中 caspase-3、c-fos 的 表达 

每 组 随机 选取 5 只 于 模型 建立 后 1 d, 腹 腔 注射 10% 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


水 合 握 醛 35 mg/kg 麻醉 , 开 胸 暴露 心脏 ,经 左 心室 插 
管 ,连接 灌注 系统 , 剪 开 右 心 耳 作 为 灌注 液 流 出 口 。 快 
速 灌注 生理 盐水 至 流出 液 港 清 肝脏 颜色 均匀 变 白 后 ， 
缓慢 灌注 4% 多 聚 甲 醛 内 固定 。 取 脑 组 织 , 置 于 4% 多 聚 
甲醛 中 国定 24 h。 采 用 免疫 组 织 化 学 法 检测 caspase-3、 
c-fos 的 表达 。 常 规 石 精 包 埋 , 连 续 切 取 厚 度 为 4 hm 的 
切片 ,切片 二 甲 茶 常规 梯度 酒精 浸泡 至 脱 蜡 ,3% HO 
封闭 内 源 性 过 氧化 物 酶 ,柠檬 酸 缓冲 液 抗原 修复 , 滴 加 
一 抗 (caspase-3 抗 体 ,c-fos 抗 体 ,稀释 浓度 为 1:100, 购 
自 美 国 abcam 公 司 ),4 CHEB 24 h, 依 次 滴 加 二 抗 ( 山 羊 
抗 兔 二 抗 工作 液 ,PV9001 试剂 盒 ,北京 中 杉 金 桥 生 物 
技术 有 限 公司 ) ,每 步 操作 间 用 0.01 mol/L PBSI 
洗 5 minx3 次 ,DAB 显 色 ,脱水 透明 后 封 片 。 光 镜 下 观 
察 (40x) ,采用 image Pro 图 像 分 析 人 处理 系统 进行 分 析 。 
另 一 亚 组 于 大 鼠 60 d 行 为 学 检测 后 每 组 随机 选取 5 只 
行 免疫 组 化 检测 。 
1.6 Morris 水 迷宫 实验 (MWM) 

评估 大 鼠 空间 学 习 和 记忆 和 能力。 直径 1.2 m Y 
0.5 m IUE DK , TET 2241 % 水 , 深 30 cm, 分 为 4 个 象 
限 。 定 位 航行 训练 :水 池 按 方位 平均 分 成 4 个 象限 ,将 
直径 10 cm 的 平台 置 于 第 一 象限 内 , 没 于 水 面 下 1.5 cms 
将 大 鼠 置 于 第 一 象限 中 点 面 朝 池 壁 放 入 水 中 ,车 大 鼠 找 
到 平台 ,记录 其 找到 平台 时 间 (s), 即 “登台 潜伏 期 ”, 并 
在 圆 台 上 停留 10 s, 如 果 大 鼠 60 s 内 未 找到 水 下 平台 ， 
则 时 间 记 为 60 s, 并 将 大 鼠 放 到 圆 台 停 留 10 s; 将 动物 移 
JF AT KT F7 5 min、 放 回笼 内 ,所 有 大 鼠 训 练 结 
后 ,依次 行 2~4 象 限 训练 ,每 只 大 鼠 每 天 训练 4 次 ,连续 
训练 5 d, 同 时 记录 大 鼠 游 泳 速度 。 第 6 天 行 空 间 探 索 实 
验 : 撤 掉 平台 ,将 大 鼠 置 于 平台 象限 对 侧 象 限 面 朝 池 壁 
放 于 水 中 ,记录 60 s 内 大 鼠 “ 目 标 象 限 停留 时 间 ” 和 "“ 穿 
过 原平 台所 在 位 置 的 次 数 。” 
1.7 统计 学 处 理 

采用 SPSS 22.0 统 计 学 软件 进行 分 析 , 计 量 资 料 以 
均 数 + 标准 差 表 示 , 组 间 比 较 采 用 析 因 设计 的 方差 分 析 ， 
两 两 比较 采用 LSD 检 验 , 水 迷宫 采用 重复 测量 的 方差 
分 析 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 13 E271 GE 35282 TNF-a lei 28 2A caspase-3 ,c-fos 
的 表达 

模型 建立 后 1 d, 海 马 组 织 中 TNF-o 的 含量 (图 1)。 
与 con 组 相 比 ,sur 组 海马 组 织 TNF-a 含 量 升 高 (P<0.05); 
而 与 sur 组 相 比 ,ppft+sur 组 海马 组 织 TNF-a 含 量 降低 
(P<0.05);ppf 组 .ppftsur 组 与 con 组 相 比 ,差异 无 统计 
学 意义 (P>0.05)。 

Caspase-3 .c-fos 的 表达 结果 显示 (图 2) ,与 con 组 
相 比 ,sur 组 脑 组 织 caspase-3(P<0.05) c-fos 表达 增加 
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(P«0.01) ; 而 与 sur 组 相 比 ,ppftsur 组 脑 组 织 caspase-3 
(P«0.05) .c-fos 表达 减少 (P<0.01);ppf 组 .ppftsur 组 与 
con 组 相 比 ,差异 无 统计 学 意义 (P>0.05)。 

22 幼 氛 发 育 至 60 日 龄 时 水 迷宫 海马 组 织 TNF-a、 脑 
组 织 caspase-3、c-fos 的 表达 

水 迷宫 结果 显示 (图 3),4 组 大 鼠 之 间 游 泳 速度 差 
异 无 统计 学 意义 ;con 组 ,sur 组 .ppf 组 .ppftsur 组 登台 
潜伏 期 差异 无 统计 学 意义 ;参考 记忆 测试 中 ,目标 象限 
停留 时 间 及 穿 台 次 数 各 组 之 间 差 异 无 统计 学 意义 。 

水 迷宫 测试 完成 后 , 取 大 鼠 海 马 组 织 行 TNF-a 
ELISA 检 测 , 结 果 显示 (图 4), 各 组 大 鼠 之 间 差 异 无 统计 
学 意义 。 免 疫 组 化 法 检测 脑 组 织 caspase-3 c-fos 的 表 
达 结 果 显 示 ( 图 $) ,各 组 之 间 差 异 无 统计 学 意义 。 
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图 2 13 日 龄 幼 鼠 脑 组 织 切 片 中 caspase-3、c-fos 的 表达 
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图 1 13 日 龄 幼 鼠 海马 组 织 TNF-o 浓 度 

Fig.1 Concentration of TNF-a in the hippocampus of 
the P13 SD rats. *P«0.05 vs con group; “P<0.05 vs sur 
group. 
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Fig.2 Expression of caspase-3 and c-fos in the brain of the P13 rats. A: caspase-3; B: c-fos. *P«0.05 vs con group; *P< 
0.05 vs sur group; **P«0.01 vs con group; “P<0.01 vs sur group. 


3 讨论 

FDA 于 近期 发 出 一 项 引发 广泛 关注 的 药物 安全 通 
告 中 :孕妇 或 儿童 多 次 或 长 时 间 使 用 全 身 麻醉 或 镇 静 药 
物 , 可 能 会 伤害 孕妇 所 怀胎 儿 或 3 岁 以 下 儿童 的 大 脑 。 
由 此 , 婴 幼 儿 手 术 或 麻醉 时 机 的 选择 也 成 为 研究 热点 。 
以 往 有 许多 研究 中 选择 出 生 后 7 a S SD BURG E 
次 给 予 丙 泊 酚 暴露 来 研究 麻醉 对 大 脑 的 影响 ,但 7 
日 岭 SD 大 鼠 与 人 类 年 龄 对 应 很 难 转换 。 而 本 研究 拟 观 
察 从 新 生 儿 期 (出 生 后 28 d) 至 早期 婴儿 期 (<3 月 ) 丙 泊 
麻醉 和 手术 创伤 双重 因素 对 发 育 期 大 脑 的 影响 ,而 13 
日 龄 SD 幼 鼠 相 当 于 人 类 41 d2 ,60 日 龄 大 鼠 相 当 于 人 
类 13 岁 左右 。 加 之 预 实验 发 现 7 日 龄 幼 鼠 难 以 耐 受 开 
腹 手 术 , 因 此 选择 13 Hiit SD 幼 鼠 作为 研究 对 象 ,大 鼠 
60 日 龄 作为 研究 终点 。 

本 实验 研究 发 现 局 麻 腹 部 手术 下 13 d 龄 幼 鼠 海马 
组 织 中 TNF-a 释 放 增 多 , 脑 组 织 c-fos、caspase-3 和 蛋白 表 
达 增 加 ,海马 神经 元 凋 亡 增 加 。 已 有 研究 发 现 ,手术 创 
伤 后 产生 的 致 炎 因 子 能 够 导致 认 知 功能 的 减退 *。 而 
海马 对 于 炎症 反应 极为 敏感 ,这 在 术 后 大 鼠 的 空间 学 
习 记 忆 榴 慢 记忆 ”等 测试 中 已 得 到 证 实 。TNF-a 


是 脑 组 织 损伤 后 较 早 释放 的 具有 多 种 生物 学 效应 的 重 
要 促 炎 细胞 因子 ,c-fos 是 即刻 早期 癌 基 因 家 族 成 员 中 
的 一 种 ,是 神经 元 激活 和 参与 兴奋 反应 活动 的 开始 ， 
TNF-0Q 与 c-fos 的 过 量 表达 均 可 产生 神经 毒性 ”, 加 速 细 
胞 凋 亡 。caspase-3 作 为 促 凋 亡 信号 转 导 通路 的 重要 效 
应 酶 ,是 凋 亡 途 径 的 执行 者 ,也 是 细胞 凋 亡 的 特征 性 标 
志 。 手 术 创伤 促使 海马 炎症 介质 释放 增多 ,使 神经 胶 质 
HUT ^E Fos f& F1? , c-fos RIEF i3 ,通过 调控 其 下 游 
靶 基 因 从 而 使 一 些 维持 细胞 生存 的 蛋白 合成 减少 ,杀手 
蛋白 增加 ,加 速 海马 神经 元 的 凋 亡 。 姚 星 等 研究 2 二 结 
果 表 明 ,手术 创伤 能 导致 海马 炎症 介质 释放 增多 ,Fos 和 蛋 
白 表 达 增 高 , 旦 与 神经 细胞 凋 亡 呈正 相关 。 这 些 结果 均 
与 本 研究 结果 一 致 。 

本 研究 还 发 现 , 单 次 给 予 丙 泊 酚 麻 醉 不 会 引起 13 d 
龄 SD 幼 鼠 海马 炎 性 介质 释放 增多 以 及 caspase-3 .c-fos 
表达 增加 ,同时 丙 泊 酚 还 能 缓解 手术 创伤 引起 的 上 述 影 
响 。 已 有 研究 证 实 , 丙 泊 酚 对 大 脑 具 有 保护 作用 ,这 可 
能 是 因为 丙 泊 酚 能 够 降低 大 脑 氧 代谢 率 、 降 低 颅 内 压 ， 
减少 兴奋 性 谷 氨 酸 神经 递 质 的 释放 及 神经 毒性 引起 的 
病理 性 改变 ,抑制 脂 质 过 氧化 ,防止 蛋白 变性 ,减少 炎症 
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介质 的 释放 ,进而 减少 抑制 细胞 凋 亡 ,从 而 对 大 脑 产生 
保护 作用 。Li 等 ”2” 研究 结果 说 明 , 丙 泊 酚 可 在 一 定 程 
E EMH] NF-KB 的 活化 和 caspase-3 TNF-a 的 高 度 表 
达 , 阻 止 炎 性 级 联 反应 的 进一步 扩大 ,通过 抑制 神经 元 
凋 亡 实现 对 脑 组 织 的 保护 作用 。 这 些 结论 均 与 本 研究 
结论 一 致 。 

认 知 活动 是 脑 的 高 级 神经 活动 ,也 是 重要 的 智力 因 
素 ,学 习 .记忆 是 其 组 成 部 分 。 本 研究 也 证 实 单 次 给 予 
13 d 龄 SD 幼 鼠 局 麻 腹 部 手术 及 丙 泊 酚 麻醉 在 其 60 d 时 
不 会 出 现 学 习 记忆 功能 的 受 损 。Anders 等 也 发 现 , 新 
生 10 d 龄 小 鼠 单 次 注射 60 mg/kg 丙 泊 酚 后 其 成 年 认 知 
功能 并 未 减退 ,与 本 研究 结果 一 致 。 大 鼠 学 习 记忆 的 快 
速 发 育 期 是 妊娠 的 未 期 以 及 出 生 后 2 周 ,该 时 期 未 成 熟 
的 神经 系统 对 内 外 环境 的 变化 具有 高 度 的 敏感 性 。 同 


时 出 生 后 2 周 也 正 是 神经 发 育 高 峰 期 ,此 期 的 神经 系统 
具有 很 强 的 适应 与 损伤 的 自我 修复 功能 ”。 随 着 炎症 、 
a ee: 神经 干 细胞 的 激活 与 损伤 修复 的 

了 ,内 源 性 神经 干细胞 增殖 分 化 ,海马 神经 元 的 损伤 
被 代 偿 ,从 而 修复 大 鼠 的 神经 网 络 结构 。 这 可 能 是 
各 组 大 鼠 在 60 d 时 未 检测 出 认 知 功能 ,神经 功能 损伤 的 
原因 。 

综 上 所 述 , 幼 鼠 接受 局 床 手 术 可 引起 大 脑 炎 症 介质 
释放 增多 以 及 caspase-3 .c-fos 的 表达 增加 。 但 此 类 手 
术 创 伤 所 产生 的 影响 不 会 持续 至 大 鼠 成 年 。 同 时 , 单 次 
人 白 酚 麻醉 不 会 对 幼 鼠 中 枢 神 经 系统 产生 影响 ,同时 还 

缓解 手术 创伤 引起 的 大 脑 神经 功能 的 损伤 。 
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